This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 



Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 



BLACK BORDERS 

TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

FADED TEXT 
ILLEGIBLE TEXT 
SKEWED/SLANTED IMAGES 

COLORED PHOTOS 

BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 
GRAY SCALE DOCUMENTS 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 

As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



(19) 




Europatsches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 



(11) 



EP 0 989 407 B1 



(12) 



EUROPAISCHE PATENTSCHRIFT 



(45) Veroffentlichungstag und Bekanntmachung des 
Hinweises auf die Patenterteilung: 
26.02.2003 Patentblatt 2003/09 

(2 1 ) Anmeldenummer: 991 1 8291 .6 

(22) Anmeidetag: 15.09.1999 



(51) mt ct7: G01N 33/72, G01N 33/58, 
G01N 33/558 



(54) Verfahren zur Bestimmung von glykiertern Hamoglobin 

Method for the determination of glycosylated haemoglobin 
Methode pour la determination de I'hemoglobine glycosylee 



O 

00 



LU 



(84) Benannte Vertragsstaaten: 
DE ES FR GB IT 

(30) Prioritat: 21.09.1998 DE 19843094 

(43) Veroffentlichungstag der Anmeldung: 
29.03.2000 Patentblatt 2000/13 

(73) Patentinhaber: Roche Diagnostics GmbH 
68298 Mannheim (DE) 



(72) Erfinder: 

• Pachl, Rudolf, Dr. 
67158 Ellerstadt (DE) 

• Horn, Carina, Dr. 
68199 Mannheim (DE) 

(56) Entgegenhaltungen: 
WO-A-90/13818 
WO-A-96/03657 
US-A- 4 861 728 



WO-A-92/08722 
DE-A- 3 720 736 



Anmerkung: Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des europaischen 
Patents kann jedemnann beim Europaischen Patentamt gegen das erteilte europaische Patent Einspruch einlegen. 
Der Einspruch ist schriftlich einzureichen und zu begriinden. Er gilt erst als eingelegt, wenn die Einspruchsgebuhr 
entrichtet worden ist. (Art. 99(1) Europaisches Patentubereinkommen). 



Printed by Jouve, 75001 PARIS (FR) 



1 



EP 0 989 407 B1 

Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung des Verhaltnisses von glykiertem zu nicht-glykiertem 
Hamoglobin in einer Probe. Weiterhin betrifft die Erfindung ein analytisches Testelement, das zur Bestimmung des 
5 Verhaltnisses von glykiertem zu nichtglykiertem Hamoglobin in einer Probe anhand des neuen, erfindungsgemaBen 
Verfahrens geeignet ist. 

[0002] Bei Patienten mit Diabetes mellitus ist die Glykierung von Hamoglobin und Serumproteinen erhoht. Die Er- 
hohung ist abhangig von der Glukosekonzentration und der Inkubationszeit des Proteins mit Glukose. Die Glykierung 
von Serumproteinen, einschlieGlich Hamoglobin erfolgt in diesen Fallen nicht enzymatisch, sondern unkatalysiert durch 

10 chemische Reaktion der Glukose mit Aminogruppen der Proteine. Die Fachwelt geht davon aus, da(3 die Konzentration 
eines bestimmten Protein-GIukose-Addukts sowohl die Glukosekonzentration uber eine bestimmte Zeit als auch die 
Umsatzrate des Proteins widerspiegelt. Glykiertes Hamoglobin wird ais Indikator der mittleren Blutglukosekonzentra- 
tion wahrend der letzten zwei bis drei Monate vor Blutabnahme und Untersuchung angesehen. Glykiertes Serumprotein 
gibt die Blutglukosekonzentration wahrend einer kurzeren Zeitspanne wieder. Die Bestimmung von glykiertem Protein, 

is wie glykiertem Hamoglobin (insbesondere HbA1c) Oder glykiertem Serumprotein hat deshalb eine erhebliche Bedeu- 
tung fur die langfristige glykamische Kontrolle von Diabetespatienten. Insbesondere ist in diesem Zusammenhang das 
Verhaltnis von glykiertem Hamoglobin zu Gesamthamoglobin in einer Blutprobe aussagekraftig. 
[0003] Der Gehalt an und die Bestimmung von Hamoglobin A1 (HbAlc) bzw. dem dazu medizinisch aquivalenten 
glykierten Hamoglobin ist ein wichtiges medizinisches Kriterium bei der langfristigen Stoffwechseleinstellung von dia- 

20 betischen Patienten. Bei ca. 80 % des glykierten Hamoglobins befindet sich die Glucose an dem N-terminalen Valin 
der p-Kette (sogenanntes "HbAlc"), wahrend sich die Kohlenhydratreste des restlichen glykierten Hamoglobins an 
anderen Stellen befinden, bzw. andere Zucker auBer Glukose mit Hamoglobin reagiert haben. 
[0004] Zur Bestimmung von glykiertem Hamoglobin in Blut sind zumindest 5 Prinzipien derzeit gebrauchlich. Diese 
sollen im folgenden kurz beschrieben werden: 

25 

1 . lonenaustauschchromatographie mit einer Mikrosaule 

[0005] Die lonenaustauschchromatographie mit Hilfe einer Mikrosaule wird beispielsweise beschrieben in J. Clin. 
Chem. Clin. Biochem., 19, 1097-1101 (1981), Lab. Med., 8, 74-78 (1984) und J. Am. Chem. Soc, 83, 1472-1478 

30 (1961). Bei diesem Verfahren wird das Hamoglobin einer hamolysierten Probe an einen lonenaustauscher gebunden 
und fraktioniert eluiert. Durch einen Eliminator im Hamolysereagenz wird die labile Aldiminform des HbA1 abgebaut. 
Die Trennung von nicht-glykiertem Hamoglobin (HbAO) und des glykiertem Hamoglobins (HbA1) erfolgt aufgrund der 
unterschiedlichen Ladung der beiden Hamoglobinarten. Die Messung der Anteile an glykiertem und nicht-glykiertem 
Hamoglobin erfolgt mit einem Photometer bei einer Wellenlange von 415 nm. Bei diesem Verfahren kann als Probe 

35 EDTA-Blut und Heparin-Blut verwendet werden. 

[0006] Nachteilig an der Bestimmung von glykiertem Hamoglobin durch lonenaustauschchromatographie mit einer 
Mikrosaule ist die groBe Temperatur- und pH-Wert Abhangigkeit sowie Interferenzen durch labile Vorlaufer des gly- 
kierten Hamoglobins, Nicht-Glukose-Addukte des Hamoglobins und andere Hamoglobinvarianten. Zudem ist diese 
Methode nur in einem Analysenlabor durch geschultes Personal durchfuhrbar. 

40 

2. Elektrophoretisches Verfahren 

[0007] Das Elektrophoreseverfahren zur Bestimmung von glykiertem Hamoglobin wird beispielsweise in Clin. Chem., 
34, 145-148 (1988) und Clin. Chem., 26, 1598-1602 (1980) beschrieben. Das Verfahren trennt HbA1 und HbAO durch 

45 die Wirkung der Endoosmose aufgrund unterschiedlicher Ladungen der glykierten bzw. nicht-glykierten Hamoglobine. 
Der Elektrophoresef ilm wird mit einem Densitometer ausgewertet. Als Probenmaterialien konnen EDTA-Blut und Oxa- 
lat-Blut eingesetzt werden. Hepannisiertes Frischblut kann fiir dieses Verfahren nicht verwendet werden. 
[0008] Wie bei der lonenaustauschchromatographie mit einer Mikrosaule interferieren beim elektrophoretischen Ver- 
fahren labile Vorlaufer des glykierten Hamoglobins, Nicht-Glukoseaddukte und anderer Hamoglobinvarianten. Auch 

so das elektrophoretische Verfahren ist nur in einem Analyselabor von geschultem Personal durchzufuhren. 

3. Affinitatschromatographie 

[0009] Die Bestimmung von glykiertem Hamoglobin mittels Affinitatschromatographie beruht auf dem Prinzip der 
55 Trennung von glykiertem und nicht-glykiertem Hamoglobin auf einer Agarosesaule, die kovalent gebundene Amino- 
phenylboronsaure enthalt. Das Verfahren ist beschrieben beispielsweise in Diabetes, 33, 73-76 (1984), Fresenius Z. 
Anal. Chem., 317, 703-704 (1984), Diabetologia, 27, 56-58 (1984) sowie in Clin. Chim. Acta. 168, 81-86 (1987). 
[0010] Das auf der Agarosesaule immobilisierte Trihydroxyaminophenylboran bildet mit der Ketoaminform des gly- 
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kierten Hamoglobins einen Komplex. so daB diese Fraktion auf der Saule zuruckgehalten wird. Das nicht-glykierte 
Hamoglobin passiert ohne Verzogerung als Hauptfraktion die Saule und wird aufgefangen. Das glykierte Hamoglobin 
wird mit sorbithaltigem Puffer von der Saule eluiert und ebenfalls separat aufgefangen. Aus den Extinktionen der Frak- 
tionen errechnet man den Anteil des glykierten Hamoglobins. 

[0011] Die affinitatschromatographische Trennung von glykiertem und nicht-glykiertem Hamoglobin zeichnet sich 
dadurch aus, daB kaum pH-Wert- und Temperatureinflusse zu verzeichnen sind und keine Interferenzen durch die 
labile Aldiminform, andere Hamoglobinvarianten sowie Nicht-Glukoseaddukte von Hamoglobin existieren. Als Proben- 
material eignetsich das Hamolysat von Fluorid- und EDTA-Blut. Die Methode beinhaltetmehrere Durchfuhrungsschritte 
und ist nurin einem Analyselabor von geschultem Personal durchfuhrbar. 

4 Immunologische Bestimmung 

[0012] Die immunologische Bestimmung von glykiertem Hamoglobin ist beispielsweise in Kiln. Lab., 39, 991-996 
(1993) beschrieben. Bei diesem Verfahren reagiert das glykierte Hamoglobin (HbAlc) der Probe in einem ersten Re- 
aktionsschritt mit Anti-HbAlc-Antikorpem. Da das HbAlc-spezifische Epitop in jeder p-Kette des glykiertem Hamoglo- 
bins nur einmal vorkommt, kommt es zu keiner Aggregation des Antigen-Antikdrperkomplexes. Erst nach Zugabe eines 
Polyhaptens, das mehrere HbAlc-spezifische Epitope hat, reagieren die Molekule mit den uberschussigen Antikorpern 
aus der ersten Reaktion und es kommt zur Bildung eines unloslichen Immunkomplexes. Dieser kann turbid imetrisch 
gemessen werden. Das turbidimetrische Signal ist umgekehrt proportional zur Konzentration des glykierten Hamoglo- 
bins in der Probe. 

[0013] Nachteillg an diesem Verfahren, das mehrere Durchfuhrungsschritte beinhaltet, ist, daB es nur in einem spe- 
zialisierten Analysenlabor durchgeruhrt werden kann. 

5. Nachweis des glykierten Hamoglobins mit Hilfe von Boronsaure-Farbstoff-Konjugaten 

[0014] Der Nachweis des glykierten Hamoglobins mit Hilfe von Boronsaure-Farbstoff-Konjugaten wird beispielsweise 
in EP-B 0 471 774, EP-B 0 557 357 sowie in US 5,506,144 und US 5,631,364 beschrieben. Bei diesem Verfahren 
bindet nach der Lyse der Erythrozyten ein Konjugat aus Phenylboronsaure und einem blauen Farbstoff an die glykierten 
Stellen des glykierten Hamoglobins. Dazu wird nach der Hamolyse der Blutprobe eine Reagenzienmischung, die das 
Boronsaure-Farbstoff-Konjugat enthalt, zum Hamolysat gegeben, die Gesamtmenge des Hamoglobins gefallt und 
durch Filtration vom Rest der Probe getrennt. Das Boronsaure-Farbstoff-Konjugat ist dabei an den Zuckerrest des 
glykierten Hamoglobins gebunden. Mit Hilfe einer Waschlosung wird nicht-gebundener Farbstoff anschlieBend, entfernt 
und das Filtrationsmedium bei den Wellenlangen 470 nm (fur die Gesamtmenge an Hamoglobin) und 630 nm (fur den 
blauen Farbstoff, der uber die Boronsaure an das glykierte Hamoglobin gebunden ist), vermessen. 
[0015] Nachteilig an diesem Verfahren ist, daB mehrere Schritte zur Durchfuhrungerforderlich sind, bei denenjeweils 
die benotigten Flussigkeiten (Probe, Fallungslosung, Waschlosung) genau dosiert werden mussen. 
[001 6] DE-A 37 20 736 offenbart ein Verfahren zum Nachweis von glykierten Serumproteinen in biologischen Proben. 
Hierzu wird eine fluoreszierende Arylboronsaure zu einer Probe gegeben und die uberschusslge, nicht an Serumpro- 
teine gebundene Boronsaure von der Probe abgetrennt. Anschliessend wird der Gehalt an glykiertem Albumin be- 
stimmt. Die Gegenwart von Hamoglobin stort bei diesem Verfahen den Nachweis von glykiertem Albumin, da glykiertes 
Hamoglobin mltbestimt wird. 

[0017] Aufgabe der Erfindung ist es, die Nachteile des Standes der Technik zu beseitigen. Insbesondere ist es Auf- 
gabe der vorliegenden Erfindung, ein einfaches und schnelles Verfahren und ein entsprechendes analytisches Test- 
element zur Bestimmung des Verhaltnisses von glykiertem zu nichtglykiertem Hamoglobin in einer Probe zur Verfugung 
zu stellen. 

[0018] Die Aufgabe wird durch den Gegenstand der Erfindung, wie er in den Patentansprtichen definiert ist, gelost. 
[0019] Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Bestimmung des Verhaltnisses von glykiertem zu nicht-gly- 
kiertem Hamoglobin in einer Probe, wobei man . 

(i) gegebenenfalls die Probe hamolysiert, urn zellgebundenes Hamoglobin freizusetzen, 

(ii) die Probe mit einem OberschuB an signalbildenden Molekulen in Kontakt bringt, wobei ein Teil der signalbil- 
denden Molekule an glykiertes Hamoglobin in der Probe bindet, 

(iii) den nicht an glykiertes Hamoglobin gebundenen Teil der signalbildenden Molekule von der Probe abtrennt, 

(iv) in der Probe, die an glykiertes Hamoglobin gebundene signalbildende Molekule sowie nicht-glykiertes Hamo- 
globin enthalt, die signalbildenden Molekule als MaB fiir das glykierte Hamoglobin und die Gesamtmenge an Ha- 
moglobin bestimmt, und 

(v) aus den gemaB Schritt (iv) erhaltenen Werten das Verhaltnis von glykiertem zu nichtglykiertem Hamoglobin in 
der Probe bestimmt. 
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[0020] Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich zur Bestimmung des relativen Anteils an glykiertem Hamoglobin 
bezogen auf die Gesamtmenge Hamoglobin in einer Blutprobe. Als glykiertes Hamoglobin (GHb) t welches bisweilen 
auch als glykosyliertes bzw. glykosidiertes Hamoglobin bezeichnetwird, istdiejenigeHamoglobinfraktionzu verstehen, 
welche die Hauptfraktionen Hamoglobin Ala (HbAla), Hamoglobin Alb (HbAlb) und Hamoglobin Ale (HbAlc) enthalt. 
[0021] Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich insbesondere fur Blut als Probenmaterial. Dabei kann frisches 
Kapillarblut ebenso verwendet werden wie mit Antikoagulantien behandeltes Blut oder eingetrocknetes und wieder 
aufgelostes Blut, wie es beispielsweise bei der Verwendung sogenannter Probenbriefchen anfallt. Als Probenmaterial 
eignet sich auch hamolysiertes Blut (Hamotysat) oder aus Blut isoliertes Hamoglobin, welches gegebenenfalls zur 
Analyse mit dem erfindungsgemaBen Verfahren wieder gelost werden muB. 

[0022] Durch die Hamolyse der Blutprobe wird zeligebundenes Hamoglobin, beispielsweise aus Erythrozyten, frei- 
gesetzt und so fur die erfindungsgemaBe Bestimmung erst zuganglich gemacht. Die Hamolyse der Blutprobe kann 
durch an sich bekannte Verfahren bewirkt werden, wie z. B. durch Zugabe von Hamolysereagenzien wie Saponin, 
Natriumdodecylsulfat (SDS) und/oder quartaren Ammoniumsalzen, wobei die Zugabe von Saponin bevorzugt ist. 
[0023] Fur das erfindungsgemaBe Verfahren ist es von Bedeutung, daft das glykierte Hamoglobin in der Probe mit 
signalbildenden Molekulen in Kontakt gebracht wird, die selektiv an das glykierte Hamoglobin binden und dieses da- 
durch markieren und detektierbar machen. Als signalbildende Molekule eignen sich insbesondere Dirketlabel, En- 
zymlabel oder Radiolabel, die uber eine Boronsauregruppe oder andere spezifische Bindungspartner, wie z. B. Anti- 
korper, selektiv an glykiertes Hamoglobin binden konnen, nicht jedoch an nicht-glykiertes Hamoglobin. 
[0024] Vorzugsweise sind die signalbildenden Molekule ein Konjugat aus einem oder mehreren Dihydroxyborylresten 
oder Salzen davon, die an eine signalbildende Markierung gebunden sind. Ganz besonders bevorzugt sind dies Bo- 
ronsaurekonjugatverbindungen oder deren Salze mit einem Absorptionsmaximum, das bei einer Wellenlange liegt, 
die auBerhalb des Berelchs liegt, in dem Hamoglobin absorbiert. Vorzugsweise sollte das Absorptionsmaximum uber 
600 nm liegen. Diese Verbindungen konnen durch die allgemeine Formel I beschrieben werden, 

V.W-B(OH) 2 (I) 

in der V ein Cyanin-, Phenoxazin-, Phenothiazin- oderTriphenylmethanchromophor- und/oder -fluorophorrest ist, der 
ein Absorptionsmaximum bei nicht weniger als 600 nm aufweist, und W eine organische Bruckengruppe ist. Derartige 
Verbindungen an sich und deren Verwendung in Bestimmungsverfahren fur glykierte Proteine sind dem Fachmann in 
einer groBen Vielzahl bekannt, beispielsweise aus US 5,631 ,364, EP-A 0 557 357 und dem darln zitierten Stand der 
Technik. Auf diese Dokumente wird hier ausdrucklich Bezug genommen. 

[0025] Das Inkontaktbringen der Probe mit den signalbildenden Molekulen kann dadurch geschehen, daB die si- 
gnalbildenden Molekule als Feststoff , Losung, Dispersion etc. zur Probe gegeben werden. Alternativ ist es auch mog- 
lich, die Probe zu den signalbildenden Molekulen, die beispielsweise loslich in einem ReaktionsgefaB oder einer po- 
rosen Matrix enthalten sind, zu geben. Wichtig ist dabei, daB die signalbildenden Molekule in der Probe gelost werden 
konnen. Sie durfen deshalb nicht unlosbar immobilisiert vorliegen. 

[0026] Um sicherzustellen, daB ein moglichst groBer Anteil des glykierten Hamoglobins in der Probe mit den signal- 
bildenden Molekule in Wechselwlrkung tritt, ist es vorteilhaft, einen ClberschuB an signalbildenden Molekulen einzu- 
setzen. Ein Teil der signalbildenden Molekule bindet bei der Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens an 
glykiertes Hamoglobin. Vorzugsweise wird samtliches in der Probe enthaltenes glykiertes Hamoglobin durch signal- 
bildende Molekule gebunden und so detektierbar und von nicht-glykiertem Hamoglobin unterscheidbar gemacht. Die 
Bindung der signalbildenden Molekule an das glykierte Hamoglobin kann, wie oben erwahnt, beispielsweise durch 
selektive, affine Wechselwirkungen eines Molekulteils der signalbildenden Molekule mit dem glykierten Hamoglobin 
bewirkt werden. Beispielsweise kann dies durch eine Antigen-Antikorper-Wechselwirkung oder durch die erfindungs- 
gemaB bevorzugte Affinitat von Boronsauren zu Diolstrukturen im Zuckerrest des glykierten Hamoglobins geschehen. 
[0027] Fur das erfindungsgemaBe Verfahren ist es wesentlich, daB der Teil der signalbildenden Molekule, der nicht 
durch Inkontaktbringen mit der Probe an glykiertes Hamoglobin gebunden ist, von der Probe abgetrennt wird. Hierin 
unterscheidet sich das erfindungsgemaBe Verfahren wesentlich von den Verfahren des Standes der Technik. Im Stand 
der Technik wird jeweils Hamoglobin, glykiertes Hamoglobin und markiertes glykiertes Hamoglobin gemeinsam oder 
fraktioniert von der Probe getrennt und nach dem Trennen von der Probe separat oder gemeinsam bestimmt. Das 
erfindungsgemaBe Verfahren verzichtet auf die Abtrennung der Hamoglobine von der Probe. Dadurch entfallen die 
aufwendigen Abtrennschritte, die in den bisher ublichen Verfahren notwendig waren und zu nur schwer automatisier- 
baren, mehrstufigen und langsamen Bestimmungsverfahren gefuhrt haben. 

[0028] Fur die Abtrennung der signalbildenden Molekule, die nach Inkontaktbringen der Probe mit ihnen in dieser 
gelost vorliegen, von der Probe kommen erfindungsgemaB mehrere Moglichkeiten in Betracht. Vorzugsweise wird 
hierfur ausgenutzt, daB die signalbildenden Molekule einen Rest besitzen, der selektiv mit glykiertem Hamoglobin in 
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Wechselwirkung treten kann. Diese selektive Wechselwirkung kann - wie oben erwahnt - beispielsweise darin beste- 
hen, daB die signalbildenden Molekule einen Antikorper gegen glykiertes Hamoglobin tragen oder einen Boronsaure- 
rest aufweisen, der sich mit Diolstrukturen des glykierten Hamoglobins verbinden kann. Das Abtrennen der signalbil- 
denden Molekule aus der Probe wlrd In elner Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens dadurch erreicht, 
daB der nicht an glykiertes Hamoglobin gebundene Anteil der signalbildenden Molekule durch Inkontaktbringen mit 
immobilisiertem glykiertem Hamoglobin (fur den Fall, daB Antikorper dagegen eingesetzt werden) oder mit immobili- 
sierten Diolen (fur den Fall, daG Boronsaurereste eingesetzt werden) an diese Strukturen gebunden wird und somit 
aus der Probe entfernt wird. Dies kann beispielsweise dadurch geschehen, daB die Probe enthaltend nicht-gebundene 
signalbildende Molekule ein durchstromungsfahiges Material, welches die oben genannten immobilisierten Strukturen 
enthalt, durchstromt. Es ist jedoch auch moglich, die oben genannten immobilisierten Strukturen auf magnetischen 
Partikeln zu immobilisieren und nach Inkubation der Probe mit den Magnetpartikeln und erfolgter Bindung der signal- 
bildenden Molekule an die Magnetpartikel diese durch anlegen eines Magnetfeldes aus der Probe zu entfernen. Bei 
all diesen Varianten ist es vorteilhaft, daB die Affinitat der signalbildenden Molekule zu glykiertem Hamoglobin in der 
Probe hoher ist als zu den immobilisierten Strukturen, so daB zuvor gebildete Komplexe aus glykiertem Hamoglobin 
aus der Probe mit den signalbildenden Molekulen fur die nachtragliche Detektion erhalten bleiben. 
[0029] Erf indungsgemaB ist es bevorzugt, die signalbildenden Molekule, vorzugsweise die oben beschriebenen Bo- 
ronsaure-Farbstoff-Konjugate, durch Ausnutzen elektrostatischer Wechselwirkungen von der Probe abzutrennen. 
Hierbei macht man sich Zunutze, daB bei pH-Werten, die mindestens urn eine Einheit groBer sind als der pKg der 
Boronsaure-Farbstoff-Konjugate, die freien, das heiBt nicht an glykiertes Hamoglobin gebundenen Boronsaure-Farb- 
stoff-Konjugate, eine im Vergleich zum freien Hamoglobin sowie zum Komplex aus glykiertem Hamoglobin und Bo- 
ronsaure-Farbstoff-Konjugat hohere negative Ladungsdichte aufweisen. Das Abtrennen der freien Boronsaure-Farb- 
stoff-Konjugate von der Probe kann in diesem Fall beispielsweise dadurch erzlelt werden, daB die Probe durch ein 
poroses, durchstromungsfahiges Material geleitet wird, welches nach auBen hin positiv geladen ist. Beispielsweise 
hat sich hierfur Membranmaterial aus Nylon, insbesondere ein mit quartaren Ammoniumgruppen modifiziertes Nylon 
66™, welches beispielsweise als Biodyne B™ von der Fa. Pall vertrieben wird, als besonders geeignet erwiesen. 
Wahrend die Probe und insbesondere das darin enthaltene Hamoglobin sowie der Komplex aus glykiertem Hamoglobin 
und Boronsaure-Farbstoff-Konjugat schnell in und durch das porose, durchstromungsfahige Material stromen kann, 
ist dies fur die freien Boronsaure-Farbstoff-Konjugate nicht moglich. Die Bestimmung von (Gesamt-)Hamoglobin und 
glykiertem Hamoglobin kann dabei in dem druchstromungsfahigen Material oder nach dem Durchstromen der Probe 
durch das durchstromungsfahige Material erfolgen. 

[0030] Ebenfalls ist es moglich, fur die Trennung von Hamoglobin und markierten glykiertem Hamoglobin von den 
signalbildenden Molekulen andere molekuiare Wechselwirkungen, beispielsweise Wechselwirkungen mit adsorptions- 
fahigen Materialien, wie z. B. Kieselgel und Aluminiumoxid, auszunutzen. 

[0031] Fur die Bestimmung von Hamoglobin und glykiertem Hamoglobin kann im Prinzip auf bekannte Verfahren 
zurtickgegriffen werden. Insbesondere bevorzugt ist fur Hamoglobin die Messung von Absorption, Reflektion oder 
Fluoreszenz. Diese Messverfahren sind fur glykiertes Hamoglobin analog anwendbar, wobei im erfindungsgemaBen 
Verfahren hier vorzugsweise bei Wellenlangen gemessen wird, bei denen Hamoglobin selbst keine Absorption, Re- 
flektion bzw. Fluoreszenz zeigt. Dies ergibt sich aus der Tatsache, daB bei dem erfindungsgemaBen Verfahren keine 
Separation von nicht-glykiertem Hamoglobin und glykiertem Hamoglobin stattfindet und somit beide Hamoglobine ne- 
beneinander vorliegen und detektiert werden mussen. Fur die Bestimmung des glykierten Hamoglobins kommen je 
nach Art des signalbildenden Molekuls noch die Bestimmung der Enzymaktivitat (bei Enzymlabel) oder der Radioak- 
tivitat (bei Radiolabel) hinzu. 

[0032] Die Bestimmung des Vemaltnisses von glykiertem zu nicht-glykiertem Hamoglobin in der Probe bzw. die dazu 
aquivalente Bestimmung des prozentualen Anteils von glykiertem Hamoglobin am Gesamthamoglobingehalt der Probe 
erfolgt ebenfalls nach an sich ublichen, dem Fachmann bekannten Verfahren. Vorzugsweise erfolgt die Verhaltnisbe- 
stimmung uber Eichkurven mit bekannten Hb/GHb-Werten und Vergleich der MeBdaten mit den Eichdaten. 
[0033] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein analytisches Testelement. das zur Bestimmung des Verhalt- 
nisses von glykiertem zu nichtglykiertem Hamoglobin in einer Probe, insbesondere anhand des neuen, erfindungsge- 
maBen Verfahrens, geeignet ist. Das erfindungsgemaBe Testelement enthalt neben- und/oder iibereinander angeord- 
net 

eine Probenaufgabezone, 

eine Reagenzienzone, in der Hamolysereagenzien zur Freisetzung von zellgebundenem Hamoglobin vorliegen 
und/oder die signalbildende Molekule nicht-immobilisiert enthalt, 

eine Abtrennzone zum Abtrennen von nicht an glykiertem Hamoglobin gebundenen signalbildenden Molekulen, 
sowie 

eine Nachweiszone, wobei 
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die Zonen auf oder in einem oder mehreren porosen Matrixmaterialien untergebracht sind und untereinander in einem 
Flussigkeitsubertritt ermoglichendem Kontakt stehen oder in einen solchen gebracht werden konnen. 
[0034] Die einzelnen Zonen des erfindungsgemaBen Testelements bezeichnen funktionale Bezirke innerhalb der 
Testelementarchitektur. Sie konnen sowohl als flachige, d. h. im wesentlichen zweidimensionale, als auch als dreidi- 

5 mensionale Bezirke ausgebildet sein. Es ist erfindungsgemaB moglich, daB ein physikalischer Bezirk, bspw. ein Ab- 
schnitt eines porosen Matrixmaterials, des Testelements mehrere Zonen in sich vereint. Beispielsweise kann die Probe 
direkt auf einen reagenzienhaitigen Bezirk des Testelements aufgegeben werden. In diesem Fall befinden sich Pro- 
benaufgabezone und Reagenzienzone in ein und demsetben physikalischen Bezirk. Ebenso ist es moglich, da(3 Nach- 
weiszone und Abtrennzone in einem gemeinsamen physikalischen Bezirk vorliegen. 

io [0035] ErfindungsgemaB liegen die Zonen auf oder in einem oder mehreren porosen Matrixmaterialien, wobei es 
bevorzugt ist, daB das Testelement zumindest zwei Matrixmaterialien enthalt. Als porose Matrixmaterialien sind bei- 
spielsweise Vliese, Papiere, Gewebe und Gewirke aus natiirlichen oder synthetischen organischen oder anorgani- 
schen faserformigen Materialien geeignet. Ebenfalls geeignet sind Membranen, Schwamme, Dochte, Schaumstoffe, 
Adsorbentien wie Kieselgel oder Aluminiumoxid enthaltende Schichten und dergleichen mehr. Bevorzugt sind Vliese, 

is Gewebe und Membranen. Der Flussigkeitstransport in dem oder den Matrixmaterialien beruht im wesentlichen auf 
hydrostatischen und/oder kapillaren Kraften. 

[0036] Die einzelnen Zonen sollen erfindungsgemaB zueinander in einem flussigkeitsubertrittermoglichendem Kon- 
takt stehen oder in einen solchen gebracht werden konnen. Probenflussigkeit, die auf die Probenaufgabezone aufge- 
geben wird, muB von dort in die Reagenzienzone eindringen konnen. Von dort muB die Probenflussigkeit die Abtrenn- 

20 zone erreichen konnen und nach dem Abtrennen der nicht an glykiertem Hamoglobin gebundenen signalbildenden 
Molekule in die Nachweiszone vordringen konnen. Vorzugsweise wird dies dadurch erreicht, daB die einzelnen Zonen, 
die zumindest teilweise unterschiedliche Matrixmaterialien aufweisen konnen, sich jeweils paarweise beruhren oder 
gegebenenfalls sogar ganz oder teilweise uberiappen. Ebenfalls moglich ist es, daB die einzelnen Zonen auf oder in 
einem einzigen Matrixmaterial enthalten sind. Es ist jedoch andererseits auch moglich, daBzwischen den einzelnen, 

25 bisher genannten Zonen weitere Zonen vorhanden sind, die jedoch den Flussigkeitsubertritt von einer Zone zur nach- 
sten ermoglichen. Solche Zonen konnen generell als Transportzonen bezeichnet werden. Ebenso ist es moglich, daB 
einzelne Zonen zunachst nicht in einem flussigkeitsubertrittermoglichenden Kontakt zueinander stehen, sondern erst 
durch auBeres Einwirken in einen solchen gebracht werden. Beispielsweise konnen die Abtrenn- und Nachweiszone 
gemeinsam auf einem separaten Trager untergebracht sein, der mit dem Trager, auf dem die Probenaufgabe- und die 

30 Reagenzienzonen befestigt sind, uber eine bewegliche Verbindung, z. B. ein Scharnier, verbunden ist. Dieser Trager 
stellt dann quasi eine Klappe dar, die durch Aufdriicken der die Zonen enthaltenden Flachen des einen Tragers auf 
den zweiten Trager einen flussigkeitsubertrittermoglichenden Kontakt zwischen Reagenzienzone und Abtrennzone 
herstellt. Ahnliche Konstruktionen sind prinzipiell bekannt und beispielsweise in US 5,426,030 beschrieben. 
[0037] Die einzelnen Zonen konnen entweder im wesentlichen nebeneinander oder im wesentlichen ubereinander 

35 angeordnet sein. Es ist auch moglich, daB ein Teil der Zonen im wesentlichen ubereinander angeordnet ist, wahrend 
ein anderer Teil der Zonen im wesentlichen nebeneinander angeordnet ist. 

[0038] Das oder die porosen Matrixmaterialien konnen entweder selbsttragend sein oder auf bzw. in ein tragfahiges, 
nichtsaugfahiges Material aufgebracht oder eingebracht sein. Vorzugsweise sind die erfindungsgemaB geeigneten 
Matrixmaterialien nicht selbsttragend. Bevorzugt sind diese deshalb auf ein tragfahiges Material als inertem Trager 

40 aufgebracht. Als tragfahige Materialien eignen sich z. B. Kunststoffolien und -formteile, beschichtete Pappen, Glas, 
Keramik, Metallbleche und dergleichen mehr. Vorzugsweise sollten die Trager inert gegenuber den verwendeten Pro- 
benmaterialien und Reagenzien sein, nicht von diesen angegriffen werden oder mit ihnen reagieren. Als erfindungs- 
gemaB geeignet haben sich beispielsweise Folien aus inerten, wasserbestandigen Kunststoffen wie Polyethylen, Po- 
lypropylen, Polystyrol, Polycarbonat, Polyethylenterephthalat und dergleichen mehr herausgestellt. 

45 [0039] Bei der Verwendung von Folien oder anderen schichtfdrmigen Materialien als inerten Tragern werden die 
porosen Matrixmaterialien auf diesen befestigt, beispielsweise durch Kleben oder SchweiBen. Vorzugsweise werden 
die Matrixmaterialien durch doppelseitige Klebebander oder durch Schmelzkleber auf den Tragern befestigt. Werden 
dreidimensionale Kunststofformteile als Trager - oder in diesem Fall besser als Gehause bezeichnet- verwendet, ist 
es beispielsweise auch moglich, die Matrixmaterialien zwischen zwei Gehause halften, die zu einem Gehause ge- 

50 schlossen werden konnen, einzuklemmen. Derartige und weitere Monatgetechniken sind dem Fachmann bekannt. 
[0040] Die Probenaufgabezone des erfindungsgemaBen Testelements dient der Aufgabe der Probenflussigkeit. Sie 
kann als eigener separater Bereich des Testelements ausgebildet sein oder aber Bestandteil der Reagenzienzone 
sein. Vorzugsweise ist die Probenaufgabezone fur den Benutzer als solche gekennzeichnet, beispielsweise indem sie 
mit einem Zeichen versehen oder farblich gekennzeichnet ist. Die Probenaufgabezone grenzt direkt oder indirekt an 

55 die Reagenzienzone an und stent mit dieser in einem flussigkeitsubertrittermoglichendem Kontakt, so daB Proben- 
flussigkeit von der Probenaufgabezone in die Reagenzienzone ubertreten kann. Vorzugsweise ist die Probenaufga- 
bezone eine der freiliegenden Oberflachen der Reagenzienzone bzw. des die Reagenzienzone enthaltenden porosen 
Matrixmaterials. 
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[0041] Die Reagenzienzone dient dazu, fiir den Nachweis von glykiertem Hamoglobin benotigte Reagenzien bereit- 
zuhalten und die Wechselwirkung zwischen glykiertem Hamoglobin und den Reagenzien zu errnoglichen. Vorzugs- 
weise enthalt die Reagenzienzone die - bereits weiter oben im Zusammenhang mit dem erfindungsgemaBen Verfahren 
beschriebenen - signalbildenden Molekule, die sich mit dem glykierten Hamoglobin zu einem detektierbaren Komplex 

5 verbinden konnen. ErfindungsgemaB liegen die signalbildenden Molekule bezogen auf die zu erwartende Menge an 
glykiertem Hamoglobin der Probe im UberschuG vor. Weiterhin kann die Reagenzienzone Puffersubstanzen und wei- 
tere HNfsstoffe, belspielsweise Hamolysereagenzien wie Saponin, Natriumdodecylsulfat (SDS) Oder quartare Ammo- 
niumsalze enthalten. Die Reagenzien liegen vorzugsweise loslich als Feststoffe in der Reagenzienzone vor. Sie konnen 
untereinander gemischt und homogen verteilt in der Reagenzienzone enthalten sein. Es ist jedoch auch moglich, ein- 

io zelne Kompartimente der Reagenzienzone mit unterschiedlichen Reagenzien auszustatten und diese gegebenenfalls 
sogar in unterschiedlichen porosen Matrixmaterialien unterzubringen, welche im Testelement zu einer Zone zusam- 
mengefaBt sein konnen. Die Reagenzien konnen nach an sich ublichen, dem Fachmann bekannten Verfahren, bei- 
spielsweise ImprSgnieren der Reagenzien aus entsprechenden Losungen, in die Reagenzienzone eingebracht wer- 
den. Vorzugsweise ist die Reagenzienzone ein poroses, inertes Vliesmaterial, beispielsweise ein Glasfaservlies Oder 

is ein Vlies aus Kunstfasern, in dem die Reagenzien homogen verteilt durch Impragnieren und anschlieBendes Trocknen 
eingebracht wurden. 

[0042] ErfindungsgemaB ist es auch moglich, nur einen Teil der Reagenzien, die zum Nachweis des glykierten Ha- 
moglobins erforderlich sind, in der Reagenzienzone des erfindungsgemaBen Testelements bereitzustellen. Beispiels- 
weise konnen in der Reagenzienzone nur Hamolysereagenzien vorliegen. Die signalbildenden Molekule konnen dann 
20 entweder vor Oder nach der Aufgabe der Probe nflussigke it auf das Testelement zugegeben werden Oder aber zusam- 
men mit der Probe appliziert werden, nachdem diese gegebenenfalls mit den Reagenzien vermischt wurde. Ebenso 
ist es moglich, nur die signalbildenden Molekule in der Reagenzienzone bereitzustellen und die anderen reagenzien, 
wie z. B. die Hamolysereagenzien, separat oder mit der Probenflussigkeit zusammen aufzugeben. 
[0043] In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Testelements enthalt die Reagen- 
ts zienzone ein mit signalbildenden Molekulen und gegebenenfalls Puffersubstanzen und weiteren Hilfsstoffen impra- 
gniertes, poroses, inertes Vliesmaterial, auf welches auf der der Probenaufgabeseite zugewandten Seite ein Gewebe 
angebracht ist, welches Hamolysereagenzien enthalt. In dieser bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Probe auf das 
Gewebe aufgegeben, welches mit dem Vlies in einem flussigkeitsubertrittermoglichenden Kontakt stent. 
[0044] Die Reagenzienzone des erfindungsgemaBen Testelements grenzt direkt oder indirekt an die Abtrennzone 
30 an. Beide Zonen stehen miteinander in einem flussigkeitsubertrittermoglichendem Kontakt, so daB Probenflussigkeit, 
die sich in der Reagenzienzone befindet, nach Inkubation mit den Reagenzien in die Abtrennzone ubertreten kann. 
[0045] Es hat sich als bevorzugt erwiesen, die Inkubationszeit der Probenflussigkeit mit den Reagenzien der Rea- 
genzienzone moglichst so lange zu gestalten, daB eine moglichst vollstandige Komplexbildung zwischen signalbilden- 
den Molekulen und glykiertem Hamoglobin stattfinden kann. Zu diesem Zweck ist es erfindungsgernaB bevorzugt, 
35 zwischen Reagenzienzone und Abtrennzone des Testelements eine Verzogerungszone einzubringen. Dabei ist zu 
beriicksichtigen, ob das Losen der Reagenzien in der Reagenzienzone oder die Reaktion der gelosten Reagenzien 
mit dem glykierten Hamoglobin geschwindigkeitsbestimmend sind. Je nachdem, welche Art von Geschwindigkeitsbe- 
stimmung vorliegt, eignen sich unterschiedliche Prinzipien bevorzugt fiir die Verzogerung. 

[0046] Ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt hauptsachlich durch das Losen der Reagenzien in der Probe 
40 gegeben, so ist die Probenflussigkeit moglichst lange, d. h. moglichst bis zum vollstandigen Losen der Reagenzien, 
in der Reagenzienzone zu halten. Die Verzogerungszone kann in diesem Fall dadurch reaiisiert sein, daB ein verzogert 
losliches Material, oder ein hydrophobierendes Material als Beschichtung an der Beruhrungs- bzw. Gberiappungszone 
zwischen Reagenzienzone und Abtrennzone eingebracht wird. Probenflussigkeit kann in diesem Fall nur verlangsamt 
In die Abtrennzone vordringen und wird so, verglichen mit Testelementen, die keine Verzogerungszone enthalten, 
45 langer in der Reagenzienzone gehalten. Es ist ebenfalls moglich, eine Verzogerungszone zwischen Reagenzienzone 
und Abtrennzone zu schaffen, indem ein poroses Matrixmaterial, beispielsweise ein Vlies, mit einem niedrigeren Quer- 
schnitt verglichen mit dem Querschnitt der angrenzenden Zonen als Verbindungszone bzw.Transportzone montiert 
wird. Auf diese Weise wird ein Probenflussigkeitstransportengpass kreiert, der ebenfalls dazu fuhrt, daB die Proben- 
flussigkeit langer in der Reagenzienzone verweilt, als dies der Fall ware, wenn keine solche Verzogerungszone vor- 
50 handen ware. 

[0047] Ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt nicht im Losen der Reagenzien zu sehen sondern in der Kom- 
plexbildung zwischen glykiertem Hamoglobin und den signalbildenden Molekulen, so ist es ausreichend, als Verzoge- 
rungszone eine lange, porose Transportstrecke oder ein Reservoir zur Auf nahme der Probenflussigkeit, die geloste 
Reagenzien aus der Reagenzienzone enthalt, beispielsweise in Form eines voluminosen Vlieses mit hoher Speicher- 
55 kapazitat fur Flussigkeit, zwischen Reagenzienzone und Abtrennzone vorzusehen. 

[0048] Die Abtrennzone dient der Separation von in der Probenflussigkeit gelosten, signalbildenden Molekulen von 
der Probenflussigkeit, insbesondere von Hamoglobin und den in der Reagenzienzone gebildeten Komplexen aus gly- 
kiertem Hamoglobin und signalbildenden Molekulen. Vorzugsweise enthalt die Abtrennzone eine porose Membran 
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Oder ein Vlies, die jeweils durch die Probenflussigkeit benetzbar sind. 

[0049] Die Abtrennwirkung der Abtrennzone fur die signalbildenden Molekule kann auf den oben im Zusammenhang 
mit dem erfindungsgemaBen Verfahren beschriebenen Prinzipien beruhen. Wird fiir das Abtrennen ausgenutzt, daB 
die signalbildenden Molekule einen Antikorper gegen glykiertes Hamoglobin tragen, so ist in der Abtrennzone des 
erfindungsgemaBen Testelements vorzugsweise ein imrnobilisiertes Antigen oder Hapten bereitgestellt, beispielsweise 
kovalent immobilisiert an Fasern eines Vlieses. 

[0050] Die Abtrennung kann ebenfalls darauf beruhen, daB die signalbildenden Molekule, vorzugsweise die oben 
beschriebenen Boronsaure-Farbstoff-Konjugate, bei pH-Werten, die mindestens um eine Einheit groBersind als der 
pKs der Boronsaure-Farbstoff-Konjugate, die freien, das heiBt nicht an glykiertes Hamoglobin gebundenen Boronsaure- 
Farbstoff-Konjugate, verglichen mit Hamoglobin sowie mit dem Komplex aus glykiertem Hamoglobin und Boronsaure- 
Farbstoff-Konjugat eine hohere negative Ladungsdichte aufweist. Das Abtrennen der freien Boronsaure-Farbstoff- 
Konjugate von der Probe kann in diesem Fall beispielsweise dadurch erzielt werden, daB die Probe durch ein poroses, 
durchstromungsfahiges Material geleitet wird, welches nach auBen hin positiv geladen ist bzw. positiv geladene Grup- 
pen enthalt. Beispielsweise haben sich hierfur Membranen, insbesondere solche aus Nylon ais geeignet erwiesen, 
wobei bevorzugt ein mit quartaren Ammoniumgruppen modifiziertes Nylon 66™, welches beispielsweise als Biodyne 
B™ von der Fa. Pall vertrieben wird, geeignet ist. Wahrend die Probe und insbesondere das darin enthaltene Hamo- 
globin sowie der Komplex aus glykiertem Hamoglobin und Boronsaure-Farbstoff-Konjugat schnell in und durch das 
porose, durchstromungsfahige Material stromen kann, ist dies aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen mit dem 
porosen Matrixmaterial dieser Zone fiir die freien Boronsaure-Farbstoff-Konjugate nicht moglich. 
[0051] In all den genannten Fallen ist darauf zu achten, daB die Menge der zur Abtrennung der signalbildenden 
Molekule befahigten Agentien (d. h. immobilisierte Bindungspartner, oberflachlich vorhandene Gruppen oder Ladun- 
gen) ausreichend bemessen ist, um den nicht an glykiertes Hamoglobin gebundenen Anteil der signalbildenden Mo- 
lekule zuverlassig aus der Probe zu entfemen, damit in der Nachweiszone nur diejenigen signalbildenden Molekule 
ankommen, die an glykiertes Hamoglobin gebunden sind. Zusatzlich ist zu beachten, daB durch die abtrennenden 
Agentien nicht die Komplexe aus glykiertem Hamoglobin und signalbildenden Molekulen zerstort werden. Erfindungs- 
gemaB ist es deshalb besonders bevorzugt, die Abtrennung von nicht-gebundenen signalbildenden Molekulen durch 
den Einsatz von positiv geladenen Membranen zu erreichen. Insbesondere haben sich hierfur die bereits erwahnten 
Membranen aus Nylon als geeignet erwiesen. 

[0052] Bei dieser bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Testelements ist es fiir eine optimale Ab- 
trennwirkung einerseits und eine optimale Stabilitat des Komplexes aus glykiertem Hamoglobin und signalbildendem 
Molekul (d. h. Boronsaure-Farbstoff-Konjugat) andererseits wichtig, daB in der Probenflussigkeit wahrend der Analyse 
wohldefinierte Bedingungen herrschen. Insbesondere ist auf den pH-Wert zu achten. Durch diesen ist zum einen die 
Komplexbildung zwischen glykiertem Hamoglobin und Boronsaure-Farbstoff-Konjugat zu beeinflussen und zum an- 
deren die Wanderungsgeschwindigkeit des freien Konjugats durch die Membran bestimmt. Bevorzugt ist es, daB der 
pH-Wert der Probenlosung ca. eine GroBenordung groBer ist als der pKg- Wert des Boronsaure-Farbstoff- Konjugats. 
Beispielsweise hat sich bei einem pK s - Wert des Boronsaure-Farbstoff- Konjugats von 7,5 ein pH-Wert von 8,5 als 
besonders geeignet herausgestellt. ErfindungsgemaB hat es sich als vorteilhaft herausgestellt, den pH-Wert durch 
Puffersubstanzen in der Reagenzienzone einzustellen. Vorteilhaft hat sich hierfur insbesondere Cyclohexylaminopro- 
pysulfonsaure (CAPS) erwiesen. Dem Fachmann ist naturlich gelaufig, daB im Zusammenhang mit biologischen Pro- 
ben nicht beliebigepH-Werte eingestellt werden konnen,ohnedie Probe unbrauchbarzu machen odergegebenenfalls 
weitere, beispielsweise zur Detektion eines Enzymlabels erforderliche Reaktionen ungunstig zu beeinflussen. Gege- 
benenfalls kann es deshalb erforderlich sein, den pK^Wert des Boronsaure-Farbstoff konjugats durch geeignete Sub- 
stitution zu beeinflussen, um nicht in ungunstig hohen oder niedrigen pH-Wertbereichen arbeiten zu mussen. Auch 
solche MaBnahmen sind dem Fachmann an sich bekannt. 

[0053] An die Abtrennzone schlieBt sich direkt oder indirekt eine in Transportrichtung der Probenflussigkeit strom- 
abwarts gelegene Nachweiszone an. In ihr konnen gegebenenfalls Nachweisreagenzien fiir die signalbildenden Mo- 
lekulreste der signalbildenenden Molekule, beispielsweise farbgebende Enzymsubstrate bei der Verwendung von En- 
zymlabeln, vorhanden sein. Vorzugsweise ist die Nachweiszone Bestandteil des porosen Materials, das die Abtrenn- 
zone enthalt, der jedoch raumlich von der Abtrennzone getrennt ist. 

[0054] Das erfindungsgemaBe Verfahren bzw. das ErfindungsgemaBe Testelement weist folgende Vorteile auf: 

♦ Die aufwendige Abtrennung der Hamoglobine von der Probe oder gar die Auftrennung der Hamoglobine in einzelne 
Fraktionen wird vermieden. Stattdessen werden die signalbildenden Molekule nach der Komplexbildung mit gly- 
kiertem Hamoglobin abgetrennt, was technisch einfacher zu realisieren ist und sogar in einem DurchfluBverfahren, , 
beispielsweise auf Testelementen, durchgefuhrt werden kann. Vorbehandlung der Probe und aufwendige Zwj- 
schenschritte entfallen. Das Verfahren ist dadurch auch von ungeschulten Personen durchzufuhren, beispielswei- 
se mit entsprechenden Testelementen von Diabetikem. Die MeBergebnisse stehen schnell, typischerweise inner- 
halb weniger Minuten, zur Verfugung. 
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♦ Zur Durchfuhrung des Verfahren auf Testelementen ist in einer bevorzugten Ausfuhrungsforrn lediglich die Pro- 
benflussigkeit aufzugeben und in der Nachweiszone die Signale fiir Hamoglobin und glykiertes Hamoglobin zu 
bestimmen. Weitere Flussigkeiten sind nicht zu dosieren, 

♦ Bereits geringe Probenvolumina reichen zur Durchfiihrung des Verfahren aus. Bevorzugte Ausfuhrungsformen 
des erfindungsgemaBen Testelements benotigen nur wenige Mikroliter Blut, so daB die Probennahme beim Pati- 
enten schmerzarm, auf jeden Fall ohne Venenpunktion durchzufuhren ist. 

♦ Die Ergebnisse der Bestimmung des Verhaltnisses von glykiertem zu nicht glykiertem bzw. zu Gesamthamoglobin 
sind bei Durchfiihrung des erfindungsgemaBen Verfahrens mit dem erfindungsgemaBen Testelement in weiten 
Bereichen volumenunabhangig. 

[0055] Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele und Zeichnungen naher erlautert. 
[0056] Figur 1 und Figur 2 zeigen schematisch jeweils einen seitlichen Schnitt durch zwei bevorzugte Ausfuhrungs- 
formen des erfindungsgemaBen Testelements, bei dem die Transportrichtung der Probenfliissigkeit im wesentlichen 
parallel zur Langsachse des Testelements ist. 

[0057] Figur 3 zeigt schamatisch einen seitlichen Schnitt durch eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsforrn des erfin- 
dungsgemaBen Testelements, bei dem die Transportrichtung der Probenfliissigkeit im wesentlichen senkrecht zur 
Langsachse des Testelements ist. 

[0058] Figur 4 zeigt schamatisch einen seitlichen Schnitt durch eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsforrn des erfin- 
dungsgemaBen Testelements. 

[0059] Figur 5 zeigt eine durch lineare Regression erhaltene Kalibrationsgerade fur Diabetikerblute, bei welcher der 
Kubelka-Munk-Quotient (KM, y-Achse) gegen den relativen Anteil an HbAlc bzogen auf Gesamthamoglobin (% HbAlc, 
x-Achse) aufgetragen wurde. 
[0060] Die Ziffern in den Figuren bedeuten: 

1 Trager 

2 Gewebe 

3 erstes poroses Matrixmaterial (Vlies) 

4 zweites poroses Matrixmaterial (Membran) 

5 Klebstoff 

6 Probenaufgabezone 

7 Reagenzienzone 

8 Abtrennzone 

9 Nachweiszone 

10 Verzogerungszone 

11 Detektionsoffnung 

12 Probenaufgabeoffnung 

13 Gehausehalfte 

[0061] In Figur 1 ist ein schematischer Langsschnitt durch eine bevorzugte, streifenformige Ausfuhrungsforrn des 
erfindungsgemaBen Testelements abgebildet. Auf einem streifenformigen Trager (1 ) sind mit Hilfe eines Klebstoffs (5), 
beispielsweise eines Schmelzklebers Oder eines doppelseitigen Klebebandes, ein Gewebe (2), ein erstes poroses 
Matrixmaterial (Vlies) (3) sowieein zweites poroses Matrixmaterial (Membran) (4) montiert. Das Gewebe (2) uberdeckt 
das erste porose Matrixmaterial (3) und das erste porose Matrixmaterial (3) uberiappt geringfiigig mit dem zweiten 
porosen Matrixmaterial (4), um so einen Flussigkeitsubertritt zwischen den Materialien zu ermoglichen. 
[0062] Die dem Trager (1) abgewandte Oberflache des Gewebes (2) dient als Probenaufgabezone (6). Im Gewebe 
(2) und im ersten porosen Matrixmaterial (3) sind die Reagenzien enthalten, die fiir die selektive Markierung des gly- 
kierten Hamoglobins in der Probe erforderlich sind, beispielsweise Puffersalze, Hamolysereagenzien und signalbil- 
dende Molekuie. Das Gewebe (2) und das erste porose Matrixmaterial (3) dienen somit als Reagenzienzone (7). 
[0063] Derjenige Abschnitt des zweiten porosen Matrixmaterials (4), welcher der Reagenzienzone (7) benachbart 
ist, dient dazu, freie signalbildende Molekuie, die durch die Probenfliissigkeit aus der Reagenzienzone (7) gelost wur- 
den und nicht mit glykiertem Hamoglobin reagieren konnten, aus der Probenfliissigkeit abzufangen. Dieser Bereich 
wird als Abtrennzone (8) bezeichnet. Je nach Prinzip der Abtrennung konnen in der Abtrennzone (8) immobilisiert 
selektive Bindungspartner fiir die signalbildenden Molekuie vorliegen Oder aber das Matrixmaterial (4) selbst kann die 
Abtrennung, beispielsweise aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen mit den in der Probe gelosten, freien signal- 
bildenden Molekiilen, bewirken. 

[0064] An die Abtrennzone (8) im zweiten porosen Matrixmaterial (4) schlieBt sich die Nachweiszone (9) an, in der 
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Gesamthamoglobin und das mit signalbildenden Molekulen markierte glykierte Hamoglobin detektiert werden. Dies 
kann bspw. entweder direkt durch Messung der Reflektion von Hamoglobin und entsprechender Eigenschaften der 
signalbildenden, an glykiertes Hamoglobin gebundenen Markierung {bspw. Direktlabel, Radiolabel) geschehen oder 
indirekt uber Reaktionsprodukte, die sich unter Einwirken der signalbildenden Markierung bilden (bspw. Enzymlabel). 

5 lm letztgenannten Fall kann es erforderlich sein, daB in der Nachweiszone (9) Nachweisreagenzien zur Verfugung 
gestellt werden, die in Gegenwart der signalbildenden Markierung ein detektierbares Signal erzeugen konnen. Die 
Detektion kann hier entweder von derjenigen Seite des zweiten porosen Matrixmaterials (4) erfolgen, die dem Trager 
(1) abgewandt ist. In diesem Fall ist es moglich, den Trager (1) aus einem nichttransparenten Material zufertigen. Es 
ist jedoch auch moglich, die Detektion von der dem Trager (1) zugewandten Seite durchzufuhren. Dies ist beispiels- 

w weise in einer bevorzugten Ausfuhrungsform moglich, bei der transparente Materialien fur Trager (1) und Klebstoff (5) 
verwendet werden oder bei der die Detektion durch eine Offnung im Trager (1) und der Klebstoffschicht (5) im Bereich 
der Nachweiszone (9) erfolgt. 

[0065] Das in Figur2 in einem schematischen Langsschnitt abgebildete streifenformige Testelement entspricht im 
wesentlichen dem Testelementeaufbau, wie er im Zusammenhang mit Figur 1 beschrieben ist. Im Unterschied zu dem 

15 Testelement aus Figur 1 befindet sich in dieser weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform zwischen der Reagenzienzone 
(7) und der Abtrennzone (8), das heiBt, zwischen erstem porosem Matrixmaterial (3) und zweitem porosem Matrixma- 
terial (4) eine Verzogerungszone (10). In der in Figur 2 abgebildeten besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist die 
Verzogerungszone (10) durch ein weiteres poroses Matrixmaterial realisiert, welches eine deutlich kleineren Quer- 
schnitt aufweist, als dies das erste porose Matrixmaterial (3) und das zweite porose Matrixmaterial (4) tun. Dadurch 

20 wird der Probenfliissigkeitstransport von der Reagenzienzone (7) in die Abtrennzone (8) im Vergleich zu der Ausfuh- 
rungsform, wie sie in Figur 1 dargesteilt ist, verlangsamt. Die Probenflussigkeit befindet sich durch diese MaBnahme 
linger in der Reagenzienzone (7), wo die langere Verweilzeit dazu genutzt wird, die Reagenzien aus der Reagenzi- 
enzone (7) zu losen und die Komplexbildung zwischen signalbildenden Molekulen und glykiertem Hamoglobin zu er- 
iauben. 

25 [0066] Wahrend der Probenfliissigkeitstransport in den streifenformigen Testelementen der Figuren 1 und 2 im we- 
sentlichen parallel zurLangsachse des Teste lements stattfindet, ist in Figur 3 eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform 
eines streifenformigen Testelemtents im schematischen Langsschnitt abgebildet, bei dem der Probenflussigkeitstrans- 
port im wesentlichen senkrecht zur Langsachse des Testelements stattfindet. In dem hier abgebildeten bevorzugten 
Testelement wird Probenflussigkeit auf die Oberseite, das heiBt, die dem Trager (1) abgewandte Seite des ersten 

30 porosen Matrixmaterials (3) aufgegeben. Die Detektion von Hamoglobin und glykiertem Hamoglobin erfolgt in diesem 
Fall durch eine Offnung (1 1 ) im Trager (1 ), die beispielsweise als kreisrundes Loch oder als rechteckiger Schlitz gestaltet 
sein kann. 

[0067] Wahrend in den Figuren 1 und 2 die einzelnen funktionalen Zonen des erfindungsgemaBen Testelements im 
wesentlichen nebeneinander auf dem Trager (1) angeordnet sind, sind diese Zonen in der Ausfuhrungsform, wie sie 
35 in Figur 3 dargesteilt ist, im wesentlichen ubereinander, quasi als stapelartiger Aufbau, angebracht. Das zweite porose 
Matrixmaterial (4), die Verzogerungszone (10) und das erste porose Matrixmaterial (3) sind - in dieser Reihenfoige - 
schichtweise auf dem Trager (1 ) befestigt, wozu sich insbesondere Schmelzkleber (5) eignet, der die einzelnen Schich- 
ten von deren Rand her miteinander in Kontakt halt und auf dem Trager (1) befestigt. 

[0068] Da das Abtrennen der nicht an glykiertes Hamoglobin gebundenen signalbildenden Molekule direkt uber der 
40 Detektionsoffnung (11) des erfindungsgemaBen Testelements im zweiten porosen Matrixmaterial (4) stattfindet und 
sich deswegen die nicht-gebundenen signalbildenden Molekule direkt oberhalb der Detektionsoffnung (11) innerhalb 
des zweiten porosen Matrixmaterials (4) befinden, ist es vorteilhaft, daB das zweite porose Matrixmaterial (4) optisch 
undurchsichtig ist, so daB nur P robe n material beobachtbar ist, das an derjenigen Oberflache des zweiten porosen 
Matrixmaterials (4) angelangt, welche durch die Detektionsoffnung (11) freigelassen ist. 
45 [0069] Die Verzogerungszone (1 0) ist im Fall einer ubereinanderliegenden Anordnung der einzelnen Zonen (6-1 0), 
wie sie in Figur 3 und Figur 4 gezeigt ist, vorzugsweise als Schicht einer langsam loslichen Substanz auf das erste (3) 
oder zweite (4) porose Matrixmaterial aufgebracht. Alternativ kann sie auch als hydrophobierende Beschichtung auf 
einem der beiden Matrixmaterialien (3, 4) ausgestaltet sein. 

[0070] In Figur 4 ist eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Testelements abgebildet. In 
50 Analogie zu Figur 3 sind das erste porose Matrixmaterial (3), die Verzogerungszone (10) und das zweite porose Ma- 
trixmaterial (4) stapelartig ubereinander geschichtet. Wahrend in Figur 3 dieser stapelartige Verbund auf einem strei- 
fenformigen Tragermaterial (1) angeordnet ist, zeichnet sich die Ausfuhrungsform der Figur 4 dadurch aus, daB der 
stapelartige Schichten aufbau durch zwei Gehausehalften (1 3) zusammengehalten wird. Das Gehause, sowie die darin 
zusammengehaltenen Schichten konnen dabei jeden beliebigen GrundriB aufweisen, beispielsweise rund, quadratisch 
55 oder rechteckig sein. Zur Probenaufgabe ist eine Probenaufgabeoffnung (12) vorgesehen. Die Detektion uberfolgt 
uber eine Detektionsoffnung (11). Beide Offnungen (11, 12) konnen sich direkt gegenuberliegen oder aber versetzt 
angeordnet sein. 
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Beispiel 1 : Herstellung des erf indungsgemaBen Testelements gemaB Figur 1 

[0071] Ein 6 mm breites und 11 mm langes Stuck einer positiv geladenen, 150 ^im mm dicken Nylon-Membran 
(Biodyne B™, 3 u.m Porenweite, Pall) wurde mit Hilfe eines doppelseitlgen Klebebandes auf einen 6 mm breiten und 

5 50 mm langen Streifen elner transparenten Tragerfolie aus Polyester (Melinex O War™, Dicke 175 nm, ICI) geklebt. 
[0072] Ein 6 mm breites, 4,5 mm langes und 720 u.m hohes Stuck Glasfaservlies (60 g/m 2 ) wurde mit einer Losung 
enthaltend Cyclohexylaminopropylsulfonsaure (CAPS) als Puffersubstanz und dem gemaB US 5,631 ,364 erhaltlichen 
Boronsaure-Farbstoff-Konjugat XC-DAPOL-CPBA (5-[[[3-[(4-Boronoben2oyl)-amino]-2-hydroxypropyl]amino]sulfo- 
nyl]-2-[[4gethylamino)-3-methylphenyl] [4-(ethylimino)-3-methyI-2,5-cyclohexadien-1-yliden]-methyl]-benzolsulfon- 

10 saure, CAS-Nr. 191231-97-7, Formel II) getrankt und getrocknet. 



15 
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[0073] Das derart praparierte, getrocknete Vlies enthielt: 



Boronsaure-Farbstoff-Konjugat 


10 jxg 


CAPS 


0,44 mg 



[0074] Ein 6 mm breites und 5 mm langes Polyestergewebe (280 HC, Dicke 250 p.m, Sefar) wurde mit einer Losung 
enthaltend Saponin, Dioctylnatriumsulfonat und Diamylnatriumsulfonat getrankt und getrocknet. Das Gewebe enthielt: 



Saponin 


60 u.g 


Dioctylnatriumsulfonat 


15u.g 


Diamylnatriumsulfonat 


15u.g 



45 [0075] Das derartig behandelte Gewebe wurde mit Hilfe eines doppelseitigen Klebebandes auf das zuvor ebenfalls 
mit doppelseitigem Klebeband auf der Tragerfolie befestigten Vlies montiert, so daB das Gewebe das Vlies ganz uber- 
deckte und zwischen Vlies und Mambran eine schmale Ubertappung von ca. 1 mm zustande kam. Im fertigen, strei- 
fenformigen Testelement ubernahm das Gewebe die Funktion der Probenaufgabezone, und Gewebe und Glasfaserv- 
lies die Funktion der Reagenzienzone. Der dem Vlies benachbarte Bereich der Membran diente als Abtrennzone, 

so wahrend der dem Vlies abgewandte Bereich der Mambran als Nachweiszone diente. 

Beispiel 2: Bestlmmung des relativen Antells von glyklertem Hemoglobin am GesamthMmoglobin mit Hilfe des 
erfindungsgemaBen Verfahrens unter Verwendung des Testelements aus Beispiel 1 

55 [0076] Auf die f rei liegende Oberf lache des Gewebes des Testelements aus Beispiel 1 wurde Blut als Probenmaterial 
aufgegeben. Nach Erreichen der Detektionszone durch das Probenmaterial wurden bei Wellenlangen von 540 nm fur 
die Bestimmung von Gesamthamoglobin, bei 630 nm fur die Bestimmung von glykiertem Hamoglobin und bei 700 nm 
fur die Bestimmung der Transparenz des Testelements in der Detektionszone jeweils die Remissionswerte ermittelt. 
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Die Konzentration von Gesamthamoglobin und glykiertem Hamoglobin wurden nach der Kubelka-Munk-Gleichung 
berechnet und nach Division mit einem Umrechnungsfaktor multipliziert, urn den relativen Anteil an HbAlc zu erhalten. 
[0077] In Figur 5 sind die Ergebnisse einer MeGreihe mit unterschiedlichen Diabetikerbluten dargestellt. 



Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Bestimmung des Verhaltnisses von glykiertem zu nichtglykiertem Hamoglobin in einer Probe, wobei 
man 

(i) gegebenenfalls die Probe hamolysiert, urn zellgebundenes Hamoglobin freizusetzen, 

(ii) die Probe mit einem UberschuB an signalbildenden Molekulen in Kontakt bringt, wobei ein Teil der signal- 
bildenden Molekule an glykiertes Hamoglobin in der Probe bindet, . 

(iii) den nicht an glykiertes Hamoglobin gebundenen Teil der signalbildenden Molekule von der Probe abtrennt, 

(iv) in der Probe, die an glykiertes Hamoglobin gebundene signalbildende Molekule sowie nicht-glykiertes 
Hamoglobin enthait, die signalbildenden Molekule als Maft fur das glykierte Hamoglobin und die Gesamtmen- 
ge an Hamoglobin bestimmt, und 

(v) aus den gemaB Schritt (iv) erhaltenen Werten das Verhaltnis von glykiertem zu nicht-glykiertem Hamoglobin 
in der Probe bestimmt. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da!3 die signalbildenden Molekule ein Konjugat aus 
einem oder mehreren Dihydroxyborylresten oderSalzen davon umfassen, die an eine signalbildende Markierung 
gebunden sind. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die signalbildenden Molekule Boronsaurekonju- 
gatverbindungen mit einem Absorptionsmaximum von nicht weniger als 600 nm oder deren Salze sind, wobei die 
Verbindungen die allgemeine Formel I besitzen, 



V-W-B(OH) 2 (I) 

in der V ein Cyanin-, Phenoxazin-, Phenothiazin- oder Triphenylmethanchromophor- und/oder -fluorophorrest ist, 
der ein Absorptionsmaximum bei nicht weniger als 600 nm aufweist, und W eine organische Bruckengruppe ist. 

4. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB der nicht an glykiertes Hamoglobin 
gebundene Teil der signalbildenden Molekule uber elektrostatische Wechselwirkungen abgetrennt wird. 

5. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB man in der Probe, die an glykiertes 
Hamoglobin gebundene signalbildende Molekule sowie nichtglykiertes Hamoglobin enthait, die signalbildenden 
Molekule als MaB fur das glykierte Hamoglobin durch die Messung von Absorption, Reflektion oder Fluoreszenz 
bestimmt. 

6. Analytisches Testelement, das zur Bestimmung des Verhaltnisses von glykiertem zu nicht-glykiertem Hamoglobin 
in einer Probe anhand des Verfahrens gemaB Anspruch 1 geeignet ist, enthaltend neben- und/oder ubereinander 
angeordnet 

eine Probenaufgabezone, 

eine Reagenzienzone, in der signalbildende Molekule nicht-immobilisiert vorliegen und/oder die Hamolyse- 
reagenzien zur Freisetzung von zellgebundenem Hamoglobin enthait, 

eine Abtrennzone zum Abtrennen von nicht an glykiertem Hamoglobin gebundenen signalbildenden Moleku- 
len, sowie 

eine Nachweiszone, wobei 



die Zonen auf oder in einem oder mehreren pordsen Matrixmaterialien untergebracht sind und untereinander in 
einem Flussigkeitsubertritt ermoglichendem Kontakt stehen oder in einen solchen gebracht werden konnen. 

7. Analytisches Testelement gemaB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Abtrennzone ein poroses Ma- 
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trixmaterial enthaltend positiv geladene Gruppen ist. 

8. Analytisches Testelement gemaG Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daft zwischen Reagenzienzone und 
Abtrennzone eine Verzogerungszone liegt. 

9. Analytisches Testelement gemaG einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB das oder die 
porosen Matrixmateriallen auf einem inerten Trager angebracht sind. 

1 0. Verwendung eines analytischen Testelements gemaG einem der Anspruche 6 bis 9 zur Bestimmung von glykiertem 
Hamoglobin in einer Probe. 



Claims 

1. Method for the determination of the ratio of glycated to non-glycated haemoglobin in a sample wherein 

(i) the sample is optionally haemolysed in order to release cell-bound haemoglobin, 

(ii) the sample is contacted with an excess of signal-generating molecules during which a fraction of the signal- 
generating molecules binds to glycated haemoglobin in the sample, 

(iii) the fraction of signal-generating molecules that is not bound to glycated haemoglobin is separated from 
the sample, 

(iv) the signal-generating molecules are determined in the sample which contains signal-generating molecules 
bound to glycated haemoglobin as well as non-glycated haemoglobin as a measure for the glycated haemo- 
globin and the total amount of haemoglobin is determined, and 

(v) the ratio of glycated to non-glycated haemoglobin in the sample is determined from the values obtained 
according to step (iv). 

2. Method as claimed in claim 1 , wherein the signal-generating molecules comprise a conjugate of one or several 
dihydroxyboryl residues or salts thereof which are bound to a signal-generating label. 

3. Method as claimed in claim 2, wherein the signal-generating molecules are boronic acid conjugate compounds 
with an absorption maximum of not less than 600 nm or salts thereof wherein the compounds have the general 
formula I 

V-W-B(OH)2 (I) 

in which V is a cyanine, phenoxazine, phenothiazlne or trip henylm ethane chromophore and/or fluorophore residue 
which has an absorption maximum of not less than 600 nm and W is an organic bridge group. 

4. Method as claimed in one of the claims 1 to 3, wherein the fraction of the signal-generating molecules that is not 
bound to haemoglobin is separated by electrostatic interactions. 

5. Method as claimed in one of the claims 1 to 4, wherein the signal-generating molecules are determined in the 
sample which contains signal-generating molecules bound to glycated haemoglobin as well as non-glycated hae- 
moglobin as a measure for glycated haemoglobin by measuring absorbance, reflection or fluorescence. 

6. Analytical test element which is suitable for determining the ratio of glycated to non-glycated haemoglobin in a 
sample by a method as claimed in claim 1 which contains next to and/or above one another 

a sample application zone 

a reagent zone in which non-immobilized signal-generating molecules are present and/or which contains the 
haemolysis reagents to release cell-bound haemoglobin, 

a separation zone for separating signal-generating molecules that are not bound to glycated haemoglobin and 
a detection zone, wherein 

the zones are located on or in one or several porous matrix materials and are in contact with one another enabling 
liquid transfer or can be brought into such a contact. 
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7. Analytical test element as claimed in claim 6 : wherein the separation zone is a porous matrix material containing 
positively charged groups. 

8. Analytical test element as claimed in claim 6, wherein a retardation zone is located between the reagent zone and 
separation zone. 

9. Analytical test element as claimed in one of the claims 6 to 8 t wherein the porous matrix material or materials are 
mounted on an inert support. 

1 0. Use of an analytical test element as claimed in one of the claims 6 to 9 for the determination of glycated haemoglobin 
in a sample. 



Revendlcations 

1. Procede pour la determination du rapport de I'hemoglobine glycosylee a I'hemoglobine non glycosylee dans un 
echantillon, dans lequel 

(i) le cas echeant, on soumet I'echantillon a une h6molyse dans le but de libe>rer I'hemoglobine \\6e aux cellules ; 

(ii) on met I'echantillon en contact avec un exces de molecules formant des signaux, une partie des molecules 
formant des signaux se liant a I'hemoglobine glycosylee dans I'echantillon ; 

(iii) on separe de I'echantillon la fraction des molecules formant des signaux, non Itee a de I'hemoglobine 
glycosylee ; 

(iv) dans I'echantillon, qui contient des molecules formant des signaux liees a de I'hemoglobine glycosylee, 
ainsi que de I'hemoglobine non glycosylee, on determine les molecules formant des signaux comme mesure 
pour la teneur en hemoglobine glycosylee, ainsi que la quantite totale d'hemoglobine ; et 

(v) a partir des valeurs obtenues conformement a I'etape (iv), on determine le rapport de I'hemoglobine gly- 
cosylee a I'hemoglobine non glycosylee dans I'echantillon. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que les molecules formant des signaux comprennent un 
conjugue d'un ou de plusieurs radicaux dihydroxyboryle ou de leurs sels qui sont lies a un marqueur formant des 
signaux. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que les molecules formant des signaux sont des composes 
de conjugues d'acide borique possedant un maximum d'absorption qui n'est pas inferieur a 600 nm ou de leurs 
sels, les composes repondant a la formuie generale I 

V-W-B(OH) 2 

dans laquelle V represente un radical de chromophore ou de fluorophore a base de cyanine, de phenoxazine, de 
phenothiazine ou de triphenylmethane, qui presente un maximum d'absorption qui n'est pas inferieur a 600 nm, 
et W represente un groupe organique faisant pont. 

4. Procede selon Tune quelconq ue des revendications 1 a 3, caracterise en ce que la fraction des molecules formant 
des signaux, non liee a I'hemoglobine glycosylee est separee par des interactions eiectrostatiques. 

5. Precede selon Tune quelconque des revendications 1 k 4, caracterise en ce qu'on determine, dans rechantillon, 
qui contient des molecules formant des signaux liees a de I'hemoglobine glycosylee, ainsi que de I'hemoglobine 
non glycosylee, les molecules formant des signaux comme mesure pour la teneur en hemoglobine glycosylee, en 
mesurant I'absorption, la reflexion ou la fluorescence. 

6. Element d'essai analytique qui est approprie pour la determination du rapport de I'hemoglobine glycosylee a I'he- 
moglobine non glycosylee dans un echantillon conformement au procede selon la revendication 1, contenant, a 
I'etat dispose Tune a cote de I'autre et/ou I'une par-dessus I'autre, 

une zone de reception de I'echantillon, 

une zone reservee aux reactifs, dans laquelle sont presentes, a I'etat non immobilise, des molecules formant 
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des signaux et/ou qui contient les reactifs d'hemolyse pour !a liberation de I'hemoglobine liee a des cellules, 
une zone de separation pour la separation des molecules formant des signaux non liees a de I'hemoglobine 
glycosylee, et 

une zone de decelement, dans lequel 

les zones sont appliquees sur ou dans une ou plusieurs matieres matricielles poreuses et entrent dans un contact 
reciproque permettant le passage d'un liquide ou bien peuvent etre amenees dans un tel contact. 

7. Element d'essai analytique selon la revendication 6, caracterise en ce que la zone de separation est une matiere 
matricielle poreuse contenant des groupes charges positivement. 

8. Element d'essai analytique selon la revendication 6, caracterise en ce qu'une zone de ralentissement est dispo- 
see entre la zone reservee aux reactifs et la zone de separation. 

9. Element d'essai analytique selon i'une quelconque des revendications 6 8, caracterise en ce que la ou ies ma- 
tieres matricielles poreuses sont appliquees sur un support inerte. 

10. Utilisation d'un element d'essai analytique selon Tune quelconque des revendications 6 a 9, pour la determination 
d'hemoglobine glycosylee dans un echantillon. 
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